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B \ Q / L (a) 

L = TorZ'; 

Z' = Z having vicinal substituted or unsubstituted OH groups; 
T = (preferably polymeric) carrier residue with vicinal substituted 

and/or substituted OH groups; 
C = -O-T-O-; 
k,m= 1-10. 

USE 

(I) and (II) are biologically, biochemically, pharmaceutical ly or 
diagnostically active compounds (A), which are enzyme inhibitors, 
herbicides or pesticides, antibiotics or antimycotics, or (for (II) only) 
dyes (especially substituted fluoresceins) (all claimed). (I) and (II) are 
useful for labelling polymeric carriers T, which are plant cells, cell 

nrnonallao r\'i rtc /vf tVlACA flCCHPC C\r flQCHP QllPP5 fflll plflllTlftfll With 

organelles, pans oi uicsc, ii^oucs \ji u^mjc Mitco \<ui cioinivuy, 
(A). The plant cell membranes can be specifically labelled with probes 
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Boronic acid derivatives of formula (I) and (II) are new. 

(Z) k Y-B(OH) 2 (I) [(Z) k -Y-B] m C (II) 

Y = optionally substituted, optionally unsaturated alkylidene 

(preferably propylidene or,2-methyltrimethylene) or substituted 
cyclic residue of a saturated, heterocyclic, alicyclic or aromatic 
(such as 1,3-phenyIene or benzylene); 

Z = optionally substituted biospecific compound (A), preferably with 

r\r\(* r»r mnrf* rp<iiHiiPc of* formula - D-F. coimleH to it' 

D = substituted group as for Y; 

E = B(OH) 2 , OB(OH) 2 or group of formula (a); 




for the study of membrane properties such as pH and ion flux, e.g. 
Fe 2 7Fe 3+ transport. 

ADVANTAGE 

Carriers can be selectively labelled under mild conditions without 
affecting the activity of (A). The adducts contain cyclic borate ester 
bonds which are very stable under physiological conditions. 

PREPARATION 

Claimed preparation of (I) involves: 

(a) incubating (A) for 1-5 hours with a substituted boronic acid 
derivative (III), preferably at room temperature, in presence of a 
polar solvent and a base (preferably triethylamine); and 

(b) adding ether to the mixture to precipitate (I), and drying. 

Claimed preparation of (II) comprises preparing (I) as above, and 
esterifying with carrier T, preferably at room temperature, at pH 6-8 
(preferably 7). 

EXAMPLE 

A stirred mixture of 0. 173g aminobenzene-boronic acid 
hydrochloride, 0.389g fluorescein isothiocyanate (F1TC) and 20 ml 
DMF was treated with t equivalent of NEt 3 . After 5 hours, the product 


was precipitated in ether, washed with ether and dried to give 0.5g 
(93%) of the adduct of formula (la). 

Cultured wheat root cell samples were incubated for 1-12 hours in 
the dark with various concentrations of (la) or non-derivatised FITC 
(10-100 mM in PBS). After washing, the samples were compared 
using a confocal laser microscope (excitation 490 nm, fluorescence 
600 nm). Samples incubated with (la) showed a stable fluorescence 
signal, whereas those incubated with FITC did not. (LJ) 
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Boronic acid derivatives of formula (Z)kY8(OH)2 (I) and (Z)k-Y-BmC' (II) are new. Y = optionally substituted, optionally unsaturated 
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@ Verfahren zur schonenden Markierung von Geweben mit analytischen Sonden und Affinitatsliganden 

@ Die Erfindung betrifft Boronsaure-Derivate und Boron- 
saureester-Derivate, wobei ein substituiertes Alkyliden an 
mindestens eine biospezifische Verbindung gekoppelt 
und eine Borsaure-Gruppe aufweist, an welche vorzugs- 
weise polymere Trager verbunden sind, die Herstellung 
derselben und ein Verfahren zur schonenden Markierung 
von Tragern mit einer Vielzahl von unterschiedlichen bio- 
spezifischen Verbindungen, wie biochemischen Sonden. 
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Beschreibung 



-B 



sind, 



Die vorliegende Erfindung betrifft Boronsau re-Deri vate, 
Boronsaureesler- Deri vat e, die Herstellung derselben und 
Verfahren zur schonenden Markierung von, vorzugsweise 5 
polymeren, Tragern rait einer Vielzahl von unterschiedli- 
chen biospezifischen Verbindungen, wie biochernischen 
Sonden. 

Unter Tragern wird auch im Sinne der Erfindung Trager 
oder Tragermaterialien wie poly mere Verbindungen z. B. 10 
verschiedene Pflanzenzellen, Zellorganellen, Teile dersel- 
ben. lebende oder tote Gewebe, Gewebeschnitten oder der- 
gleichen verstanden. Unter Trager konnen auch die Mono- 
mere der polymeren Trager verstanden werden. 

Unter biospezifischen Verbindungen oder Sonden werden 
im Sinne der Erfindung biocheniisch wirksame Verbindun- 
gen, pharmazeutisch wirksame Verbindungen, biologisch 
wirksame Verbindungen und/odcr diagnostisch wirksame 
Verbindungen verstanden. 

Insbesondere versteht man unter biochemisch wirksamen 
Verbindungen im Sinne der Erfindung auch Proben oder 
Verbindungen zum qualitativen und quantitativen Nach- 
weis, Anreicherung, Isolierung, Reindarstellung oder Er- 
kennen von Konzentrauonen, Mengen etc. eines Stoffes, ei- C. 
ner Komponente, insbesondere des bioiogischen Typs oder 25 
von Milieu in Organismen oder Teilen derselben wie in Ge- 
webe, in Organen, Zellen, Zellkompartimenten, Zell-, Ge- 
webeextrakten etc., z. B. Farbstoffe, physiologische Indika- 
toren, oder ebenso pharmazeutisch wirksamen Verbindun- 
gen solche zur Behandlung von Krankheitszustanden, wie 
Antibiotika, Antimykotika, Enzyminhibitoren, Chelate, 
oder biologisch wirksamen Verbindungen, welche enzyrna- 
tisch katalysierte Reaktionen in bei spiels weise Zellen, Ge- 
weben, Organen, Organismen zu beeinflussen vermogen, 
wie Pestizide oder Herbizide, oder diagnostisch wirksamen 
Verbindung, welche Zellen oder Zellkompartimente eines 
-bestimmten Status, wie entartete Zellen erkennen_konnen 
bzw. an solche zu binden imstande sind, verstanden.Sonden 
konnen sein Farbstoffe, physiologische Indikatoren, Anti- 
biotika, Antimykotika, Enzyminhibitoren, Chelate, Lipide, 
Tracer, Oligopeptide, Oligonukleotide, Oligosaccharide 
oder dergleichen bzw. die entsprechenden monomeren Bau- 
steine. 

Unter Boronsaure ist die altere Bezeichnung fur organi- 
sche Derivate der Borsaure zu verstehen, entsprechendes 
gilt fur die Bezeichnung Boronat. 

Im Stand der Technik sind cyclische Borsaureester als 
Schutzgruppen in der organischen Synthesechemie bekannt. 
Aufgabe der Erfindung ist es, Borsaureester-Derivate unter 
schonender Kopplungsreaktionen an biospezifische Verbin- 50 
dungen zu binden und diese an Trager zu koppeln, ohne daB 
die biologische, biochemische oder pharmazeutische Wirk- 
samkeit der biospezifischen Verbindungen verloren, zumin- 
dest aber nicht nennenswert beeintrachtigt wird. 

Die Erfindung betrifft Boronsaure-Derivate der Formel 
(Z) k Y-B(OH) 2 , die dadurch gekennzeichnet sind, daB 
Y: ein substituiertes oder unsubstituiertes Alkyliden des ge- 
sattigt-unverzweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesat- 
tigten Typs, vorzugsweise Propyliden oder 2- Methyltrime- 
thylen, oder ein substituierter cyclischer Rest des gesattig- 
ten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromatischen 
Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen oder Benzy- 
len, ist, sowie 

Z: eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische Ver- 
bindung ist, an wclchcr vorzugsweise ein oder mchrcrc Rc- 65 
ste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs oder ein sub- 



stituierter cyclischer Rest des gesaitigten, heterocyclischen, 
alicyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere Arylen, 
wie 1,3-Phenylen oder Benzylen, und 
E: -B(OH) 2 oder -0-B(OH) 2 oder 



worin L gleich T oder Z, wobei Z benachbarte substituierte 
oder unsubstituierte OH- Gruppen aufweist, 
15 T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest rait benachbar- 
ten substituierten und/oder unsubstituierten OH-Gruppen 
sind, und 

k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf 
20 ein Boron saureester-Deri vate der Formel [(Z) k Y-B] m C, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daB 



T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit benachbar- 
30 ten substituierten und/oder unsubstituierten OH-Gruppen, 
Y: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs, vorzugs- 
weise Propyliden, oder ein substituierter cyclischer Rest des 
gesattigten, heterocyclischen, oder aromatischen Typs, ins- 
35 besondere Arylen, wie 1,3-Phenylen oder Benzylen, 

Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische Ver- 
bindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder mehrere 
Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
40 gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs, vorzugs- 
weise Propyliden oder 2- Memyltrimethylen, odereinsubsti- 
tuierter cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, 
alicyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere ein 
Arylen, wie 1 ,3-Phenylen oder Benzylen, und 
45 E: -B(OH) 2 oder-0-B(OH) 2 oder 




sind, 

worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte substitu- 
55 ierten oder unsubstituierten OH- Gruppen aufweist, 
k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und 
m eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf 
ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Bo- 
60 ronsaure-Derivate, zur schonenden Markierung von, vor- 
zugsweise polymeren, Tragern mit biospezifischen Verbin- 
dungen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 



a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz mit 
cincm subsutuicrtcn Boronsaurc-Dcrivat, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur, in einem polaren Losungs- 
mittel, wie Dimethylformamid, und einer Base, wie 
Triethylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 
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b) anschlieBend zur Fallung der substituierten biospe- 
zifischen Verbindung ein organisches Losungsmittel 
als Fallungsmittel, insbesondere Ether, zu dem Ansatz 
gegeben wird, 

c) die gefailte substituierte biospezifische Verbindung 
getrocknet wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung isl auf ein Verfah- 
ren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Boronsauree- 
ster-Derivate gerichtet, zur. schonenden Markierung von, 
vorzugsweise polymeren, Tragern mit biospezifischen Ver- 
bindungen, wobei 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz mit 
einem substituierten Boronsaure-Derivat, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur, in einem polaren Losungs- 
mittel, wie Dimethylformamid, und einer Base, vor- 
zugsweise Tricthylarnin, 1 bis 5 Stundcn lang inkubicrt 
wird, 

c) anschlieBend zur Fallung der substituierten biospe- 
zifischen Verbindung Ether zu dem Ansatz gegeben 
wird, 

d) die gefallte substituierte biospezifische Verbindung 
getrocknet wird und 

e) anschlieBend mil einem, vorzugsweise polymeren, 
Trager mit benachbarten Hydroxyl-Gruppen, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur, bei pH 6 bis 8, vorzugs- 
weise pH 7, verestert wird. Ein weiterer Gegenstand 
der Erfindung ist auf eine Verwendung der erfindungs- 
gemaBen Boronsaure-Derivate als biologisch wirk- 
same Verbindung, als biochemisch wirksame Verbin- 
dung, pharmazeutisch wirksame Verbindung oder als 
diagnostisch wirksame Verbindung gerichtet und auf 
eine Verwendung der erfindungsgemaBen Boronsau- 
reester-Derivate gerichtet als biologisch wirksame Ver- 
bindung, biochemisch wirksame Verbindung, pharma- 
zeutisch wirksame Verbindung oder als diagnostisch 
wirksame Verbindung. 

In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Boron- 
saure-Derivate konnen als Alkyliden bivalente Gruppen wie 
Ethyliden, Propyliden, Tetramethylen, 2-Methyltrimethylen 
oder 2, 2-Dimethyltrimethylen sein. Diese konnen weiter 
substituiert sein. Als Arylen sind bivalente aromatische 
Gruppen wie 1 ,2-Phenylen, 1 ,3-Pheny len, 1,4-Phenylen, 
oder auch substituierte bivalent aromatische Gruppen wie 4- 
Methyl-1,3-Phenylen, 4-Amino -1, 3-Phenylen. 

Im Falle der substituierten Boronat-Gruppe, wenn 
E gleich 



-B 



nyl verbundene Imino-Gruppe kovalent gekoppelt sein. 

Zudem ist es moglich bei den erfindungsmaBen Boron- 
saure-Derivate, daB die biospezifische Verbindung minde- 
stens ein Vertreter der eine biologisch wirksame Verhin- 

5 dung, eine pharmazeutisch wirksame Verbindung, eine bio- 
chemisch wirksame Verbindung und eine diagnostisch wirk- 
same Verbindung umfassenden Gruppe ist. Die biologisch 
wirksamen Verbindungen konnen Enzyminhibitoren, Herbi- 
zide oder Pestizide, die pharmazeutisch wirksamen Verbin- 

10 dungen ein Antibiotikum oder Antimykotikum sein. Der po- 
lymere Tragerrest kann Pflanzenzellen, Zellorganellen, 
Teile derselben, Gewebe, Gewebeschnitten oder dergleichen 
sein. 

Die erfindungsgemaBen Boron saureester-Derivate der 
15 Formel (Z) k Y-B C konnen dadurch gekennzeichnet sein, 
daB 



30 



35 



ist, steht L bei spiels weise fur einen polymeren Tragerrest 
oder fur eine biospezifische Verbindung Z, wobei Sauerstoff 
an vicinalen Kohlenstoffatomen des Tragerrestes bzw. der 
biospezifischen Verbindung, nicht an geminalen, kovalent 
gebunden ist. 

In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Bor- 
saure-Derivate der Formel Z-Y-B (OH) 2 kann 
Y: fur 1,3-Phenylen, l-Imino-3-Phenyl, 
Z: eine substituierte biospezifische Verbindung stehen; wei- 
terhin kann die biospezifische Verbindung uber die Imino- 
Gruppierung an dem Phenyl-Rest in 3-Position oder uber 
beispielsweise Isothiocyanato-Gruppierung an die am Phe- 



-o 



20 



k eine ganze Zahl von 1 bis 5, 
25 T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mil benachbar- 
ten substituierten und/odcr unsubstituicrtcn OH-Gruppcn, 
Y: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs oder 
ein substituierter cyclischer Rest des gesattigten, heterocy- 
clischen, alicyclischen oder aromatischen Typs, insbeson- 
dere Arylen, 

wie 1,3-Phenylen oder Benzylen, 

Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische Ver- 
bindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder mehrere 
Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten TVP S oder em SUD ~ 
stituierter cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, 
alicyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere Arylen, 
40 wie 1,3-Phenylen, 

E -R(OH 2 oder -OB(OH) 2 oder 




sind, 

50 worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte substitu- 
ierte oder unsubstituierte OH-Gruppen aufweist. 

In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Boron- 
saureester-Derivate konnen als Alkyliden bivalente Grup- 
pen wie Ethyliden, Propyliden, Tetramethylen, 2-Methyltri- 

55 methylen oder 2,2-Dimethyltrimethylen sein. Diese konnen 
weiter substituiert sein. Als Arylen sind bivalente aromati- 
sche Gruppen wie 1 ,2-Phenylen, 1,3-Phenylen, 1,4-Pheny- 
len, oder auch substituierte bivalent aromatische Gruppen 
wie 4-Methyl- 1,3-Phenylen, 4- Amino- 1,3-Phenylen. 

60 In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Bor- 
saureester-Derivate konnen 

Yfur 1,3-Phenylen, l-Imino-3-Phenyl und Z fiir eine substi- 
tuierte biospezifische Verbindung stehen; weiterhin kann die 
biospezifische Verbindung uber die Irnino-Gruppierung an 
65 dem Phenyl-Rest in 3-Position oder uber beispielsweise mit- 
tels Isothiocyanato-Gruppierung an die am Phenyl verbun- 
dene Imino-Gruppe kovalent gekoppelt sein. Im Falle der 
substituierten Boronat-Gruppe, wenn C gleich 
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ist, steht T beispielsweise fur einen polymeren Tragerrest, 
wobei Sauerstoff an vicinalen KohlenstofYatomen des Tra- 
gerrestes, nicht an genrinalen, kovalenl gebunden ist. 

Ebenso wenn E gleich 10 

ist, steht L beispielsweise fur einen polymeren Tragerrest T 
oder fur eine biospezifische Verbindung Z. wobei Sauerstoff 
an vicinalen KohlenstofTatomen des Tragerrestes bzw. der 20 
biospezifischen Verbindung,nicht an geminalen, kovalent 
gebunden ist. 

Ebenso ist es moglich, daB 




T: ein poly merer Tragerrest mit benachbarten substituierten 
und/oder unsubstituierten OH-Gruppen, 
Y: 1,3-Phenylen und 

Z eine substituierte biospezifische Verbindung sind. 

Weiterhin kann in einer besonderen A us runnings form die 35 
biospezifische Verbindung mindestens ein Vertreter der eine 

biologisch wirksame Verbindung, eine pharmazeutisch- 

wirksame Verbindung, eine biochemisch wirksame Verbin- 
dung und eine diagnostisch wirksame Verbindung umfas- 
senden Gruppe sein. Als biologisch wirksame Verbindungen 40 
eignen Enzyininhibiloren, Herbizide oder Pestizide, als 
pharmazcutisch wirksame Verbindungen ein Antibiotikum 
oder Antimykotikum und als poly mere Tragerrest Pflanzen- 
zellen, Zellorganellen, Teile derselben, Gewebe, Gewebe- 
schnitten oder dergleichen. Vorzugs weise ist die biospezifi- 45 
sche Verbindung mindestens ein Farbstoff, vorzugsweise 
substituiertes Fluorescein. 

In einer besonderen Ausfuhrungsforrn der erfindungsge- 
maBen Boronsaureester-Derivate kann die biospezifische 
Verbindung mindestens ein Vertreter der biochemisch, wie 50 
ein Farbstoff, ein physiologischer Indikator, eine biologisch, 
diagnostisch und/oder pharmazeutisch wirksame Verbin- 
dung, Chelate, Lipide, Tracer, Oligopeptide, Oligonukleo- 
tide, Oligosaccharide oder dergleichen umfassenden Gruppe 
sein, wobei beispielsweise die biologisch, insbesondere En- 55 
zyminhibitoren, oder pharmazeutisch wirksame Verbin- 
dung, insbesondere ein Antibiotikum, Antimykotikum, sein 
konnen. Hinzukommend kann der poly mere Trager Pflan- 
zenzellen, Zellorganellen, Teile derselben, Gewebe, Gewe- 
beschnitten oder dergleichen oder substituierte Lectine, Nu- 60 
kleinsaure-Derivate oder dergleichen sein. Jedoch kann der 
Trager auch ein Monomer des polymeren Tragers oderdie 
biospezifische vicinale Hydroxyl-Gruppen aufweisende 
Verbindung sein. 

Die chemischen Bindungen zwischen den Tragern und 65 
den Sonden sind cyclische Borsaureester mit einer uberra- 
schend hohen Stabiiitat unter physiologischen Bedingun- 
gen. Eine Voraussetzung fiir diese Verknupfung kann sein, 
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daB der poly mere Trager benachbarte Hydroxyl-Gruppen 
(vicinale Diolgruppen) enthalt und der Ligand mindestens 
eine Boronsaure-Gruppe mit einem organischen Rest, wel- 
cher z. B. aus der Acyclen, Aromaten, Alicyclen. wie Cy- 
cloalkane, Cycloalkene, Cycloalkine, und Heterocyclen wie 
5- oder 6- Ringheterocyclen umfassenden Gruppe ausge- 
wahlt ist umfaBt. Vorzugsweise kann die substituierte Bo- 
ronsaure-Gruppe als organischen Rest ein Alkyl des gesat- 
tigt-unverzweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattig- 
ten-unverzweigten oder ungesattigt-verzweigten Typs, ein 
cyclischer Rest des gesattigten oder aromatischen Typs wie 
Phenylboronsaure-(iruppen sein. 

Da Zellen, wie z. B. Pflanzenzellen eine Vielzahl von po- 
lymeren Kohlenhydraten mit freien, vicinalen Diolgruppen 
enthalten, ist eine gezielte Markierung mit Borsaurederiva- 
ten moglich. Ein weiterer, neben der unerwartet hohen Sta- 
bilitat der Bindung, hervorzuhebender Vorteil gegenuber 
gangigen Immobilisicrungsmcthodcn ist die schr schonende 
Kopplungschemie. die es tiberraschenderweise erlaubt, z. B. 
bei pH 7.0 und in physiologischen Puffersystemen Markie- 
rungen durchzufuhren. 

Cyclische Borsaureester sind als Schutzgruppen in der 
Organischen Synthesechemie bekannt (Th. W. Greene; 
P.G.M. Wuts: Protective Groups in Organic Synthesis, Se- 
cond Ediuon, John Wiley & Sons, 1991, S. 141 ff). Vollig 
neu aber ist der Einsatz von Borsaure-Derivaten zur geziel- 
ten Immobilisierung von analytischen Sonden an z. B. Zell- 
kompartimente. Die uberraschenderweise sehr selektive 
Kopplungschemie eroffnet ein nicht vorhersehbares, auBer- 
ordentlich breites Anwendungsspektrum. Das chemoselek- 
tive Reaktionsverhalten dieser Borsaure-Derivate erlaubt es, 
neuartige Verbindungen herzustellen, die z. B. fur die kom- 
parUmentspezifische Markierung von Pflanzenzellwanden 
bedeutsam werden konnen. Es ist literaturbekannt, daB die 
MolekiilgroBe maBgeblich die Eindringtiefe in Geweben be- 
stimmt. Dariiberhinaus ist bekannt, daB viele Zellkomparti- 
mente von Membranen umgeben-sind, die nur Molekiile bis 
zu einenbestimmten Molekulargewicht wie z. B. 10 kD pas- 
sieren lassen. MaBgeschneiderte Sonden mit unterschiedli- 
chen Molekulargewichten machen so eine kompartiment- 
spezifische Markierung moglich, die zum Studium von 
Membraneigenschaften, wie z. B. pH-Messung und/ oder 
auch Messung von Ionenstromen, wie z. B. Fe 2+ /Fe 3+ - 
Transport geeignet sind. AuBerdem ist es moglich, verschie- 
dene analytische Sonden miteinander zu kombinieren, um 
verschiedenen Parameter wie z. B. pH-Wert und Fe 3 *-Kon- 
zentradon gleichzeitig zu quantifizieren. 

Abb. 1 zeigen beispielhaft: das Reaktionsverhalten einer 
maBgeschneiderten Sonde in 

Fig. la) die substituierte biospezifische Verbindung hier 
Fluorescein-Boronsaure-Derivat (hier Addukt 1) 
b) das stabile Fluorescein-Boronsaureester-Derivat (hier 
Addukt 2). 

Das Fluorescein-Boronsaure Addukt 1 (Abb. la) kann 
mit benachbarten Hydroxy Igruppen von z. B. Zellwanden 
unter physiologischen Bedingungen zum stabilen cycli- 
schen Boronsaureester-Derivat 2 (Abb. 1 b) unter Wasserab- 
spaltung regieren. Das so gebundene Fluorescein stellt eine 
analytische Sonde fur die H + -Ionen Konzentration dar, da 
diese Verbindung eine pH-abhangige Ruoreszens aufweist. 

Das nachfolgende Ausfuhrungsbeispiel zeigt lediglich 
eine Ausgestaltung der Erfindung. 

Synthese- und Ausfuhrungsbeispiele 

1. Herstellung des Adduktes 1 (in Abb. la) 

0.173 g (0.001 Mol) Aminobenzolboronsaure-Hydro- 
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chlorid (Fa. Aldrich) und 0.389 g (0.001 Mol) Fluoresceini- 
sothiocyanat (=FITC) (Fa. Aldrich) werden in 20 ml Dime- 
thylformamid eingeruhrt und 1 Aquivalent Triethylamin 
hinzugefugt. Nach 5 h wird das Addukt 1 in Rther gefallt, 
mit Ether gewaschen und anschlieBend getrocknet. Aus- 
bcute: 0.5 g (93%). 

1TPLC: Rt: = 27.5 min; 0.01 M Ammoniumformiat pH 5, 
Methanol; 100 bis 0% (30 min). 

2. FTTC-Markierung von Pflanzenzellen 



10 



Herstellung des Adduktes 2 (Abb. lb; FITC-Markierung 
von Pflanzenzellen): Ausgesuchte Wurzeln von 2 Woe hen 
altcn prekultivierten Weizenkeimen wurden auf Objekttra- 
j:er plaziert und anschlieBend sofort mit 2% Agamahrlosung 15 
( |»liS= Phosphatgepufferte Kochsalz-Losung) bedeckt. Pro- 
hen ilicser Zellen wurden bei verschiedenen Temperaturen 
urn unlcrschicdlich konzentricrten Losungcn vom Addukt 1 
(ID Kfll Mmolar in PBS) und als Kontrolle mit dem ent- 
^pnvltcrHlcn nicht derivatisiertem Ruorescein fur 1 bis 12 h 20 
im ilunkcln inkubiert. Danach wurden die Proben nach aus- 
jrichi^cin Wasehen mit einem konfokalen Lasermikroskop 
tAnrcjHing 4^)nm, Fluoreszens bei 600 nm) miteinander 
wry lichen. Die Proben, die mit dem Addukt 1 inkubiert 
vtunlcri. zciyicn ein stabiles Fluoreszenssignal. Im Gegen- 
>ut/ da/u wicsen die Proben, die mit nicht markiertem FTTC 
hctumleli wurden kcine stabile Fluoreszens auf 

Abb. 1 /.eigt beispielhaft das Reaktionsverhalten einer 
maUycschneidertcn Sonde. 



Patentanspruche 

1. Boronsau re-Deri vate der Formel (Z) k Y-B (OH) 2 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

Y: ein substituiertes oder unsubstituiertes Alkyliden 
des gesatligt-unverzweigten, gesattigt-verzweigten 
oder ungesattigten Typs, vorzugsweise Propyliden oder 
2- MethyHrimethylen, oder ein substituierter cyclischer 
Rest des gesattigten, heterocyclischen, alicyclischen 
oder aromatischen Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3- 
Phenylen oder Benzylen, ist, sowie 
Z: eine substituicrte oder unsubstituierte biospezifische 
Verbindung ist, an welcher vorzugsweise ein oder rrieh- 
rere Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs oder ein substituierter cyclischer Rest des gesat- 
tigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen 
oder Benzylen, und 
E: -B(OH) 2 oder-0-B(OH) 2 oder 
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sind, worin T. gleich T oder Z, wobei Z ben achb arte 
substituierte oder unsubstituierte OK- Gruppen auf- 
weist, 

T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit benach- 

barten substituierten und/oder unsubstituierten OH- 

Gruppen sind, und 

k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

2. Boronsaure-Derivate der Formel Z- Y-B (OH) 2 nach 

Anspruch 1, dadurch gekennzeichneu daB 

Y: 1,3-Phenylen sowie 



60 
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Z: eine substituierte biospezifische Verbindung sind. 

3. Boronsaure-Derivate nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die biospezifische Verbin- 
dung mindestensein Verl.ret.er der eine biologisch wirk- 
same Verbindung, eine pharmazeutisch wirksame Ver- 
bindung, eine biochemisch wirksame Verbindung und 
eine diagnostisch wirksame Verbindung umfassenden 
Gruppe ist. 

4. Boronsaure-Derivate nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die biologisch wirksame Verbindung 
Enzyminhibitoren, Herbizide oderPestizide ist. 

5. Boronsaure-Derivate nach Anspruch 3 oder 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die pharmazeutisch wirk- 
same Verbindung ein Antibiotikum oder Antimykoti- 
kurn ist. 

6. Boronsaure-Derivate nach einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der polymere Tra- 
gerrest Pflanzenzellen, Zcllorgancllcn, Tcilc dcrsclbcn, 
Gewebe, Gewebeschnitten oder dergleichen ist. 

7. Boronsaureester-Derivate der Formel [(Z) k Y-B] m C, 
dadurch gekennzeichnet, daB 



C: 



T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit benach- 
barten substituierten und/oder unsubstituierten OH- 
Gruppen, 

Y: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesaltigten 
Typs, vorzugsweise Propyliden, oder ein substituierter 
cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, ali- 
cyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere Ary- 
len, wie 1,3-Phenylenoder Benzylen, 
Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische 
Verbindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder 
mehrere Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, wo- 
rin 

D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs, vorzugsweise Propyliden oder 2- Methyltrime- 
thylen, oder ein substituierter cyclischer Rest des ge- 
sattigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere ein Arylen, wie 1,3-Phenylen 
oder Benzylen, und 
E: -B(OH) 2 oder-0-B(OH) 2 oder 




sind, worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte 
substituierten oder unsubstituierten OH- Gruppen auf- 
weist, 

k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und 

m eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

8. Boronsaureester-Derivate der Formel (Z^ Y-B C 

nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
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k eine ganze Zahl von 1 bis 5, 

T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mil benach- 
barLen subsutuierten und/oder unsubstituierten OH- 
Gruppen, to 
Y: ein substituiertes Alky li den des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs oder ein substituierter cyclischer Rest des gesat- 
tigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen 15 
oder Benzylen, 

Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische 
Verbindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder 
mehrere Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind ? wo- 
rin 20 
D: ein substituiertes AlkyLiden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs oder ein substituierter cyclischer Rest des gesat- 
tigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen, 25 
E: -B(OH) 2 oder-Q-B(OH) 2 oder 



30 



sind, worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte 
substituierte oder unsubstituierte OH- Gruppen auf- 35 
weist, 

9. Boronsaureester^Derivate der Formel. Zt.Y-B C nach 
Anspruch 8, dadurch gekennzeichneu daB 
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T: ein polymerer Tragerrest mit benachbarten substitu- 
ierten und/oder unsubstituierten OH-Gruppen, 1,3- 
Phenylen und 

Z eine substituierte biospezifische Verbindung sind. 

10. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die biospezi- 
fische Verbindung mindestens ein Vertreter der eine 
biologisch wirksame Verbindung, eine phannazeutisch 
wirksame Verbindung, eine biochemisch wirksame 
Verbindung und eine diagnostisch wirksame Verbin- 
dung umfassenden Gruppe ist. 

11. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die biolo- 
gisch wirksame Verbindung Enzyminhibitoren, Herbi- 
zide oder Pestizide ist. 

12. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die phanna- 
zeutisch wirksame Verbindung ein Antibiotikum oder 
Antimykotikum ist. 

13. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der poly- 
mere Tragerrest Pflanzenzellen, Zellorganelien, Teile 
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derselben, Gewebe, Gewebeschnitten oder dergleichen 
ist. 

14. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 his 13, dadurch gekennzeichnet, daB die biospe- 
zifische Verbindung mindestens ein Farbstoff, vorzugs- 
weise substituiertes Fluorescein, ist. 

15. Verfahren zur Herstellung der Boronsaure-Deri- 
vate nach einem der Anspriiche 1 bis 6, zur schonenden 
Markierung von, vorzugsweise polymeren, Tragern mit 
biospezifischen Verbindungen, dadurch gekennzeich- 
net, daB 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz 
mit einem subsutuierten Boronsaure-Derivat, vor- 
zugsweise bei Raumtemperatur, in einem polaren 
Losungsmittel und einer Base, vorzugsweise Trie- 
thylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 

b) anschlieBend zur Fallung der substituierten 
biospezifischen Verbindung Ether zu dem Ansatz 
gegeben wird und 

c) die gefallte substituierte biospezifische Verbin- 
dung getrocknet wird. 

16. Verfahren zur Herstellung der Boronsaureester- 
Derivate nach einem der Anspriiche 7 bis 14, zur scho- 
nenden Markierung von, vorzugsweise polymeren, 
Tragern mit biospezifischen Verbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz 
mit einem substituierten Boronsaure-Derivat, vor- 
zugsweise bei Raumtemperatur, in einem polaren 
Losungsmittel und einer Base, vorzugsweise Trie- 
thylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 

c) anschlieBend zur Fallung der substituierten 
biospezifischen Verbindung Ether zu dem Ansatz 
gegeben wird, 

d) die gefallte substituierte biospezifische Verbin- 
dung getrocknet wird und 

. e) anschlieBend mit einem, vorzugsweise poly- 
meren, Trager mit benachbarten Hydroxy 1-Grup- 
pen, vorzugsweise bei Raumtemperatur, bei pH 6 
bis 8, vorzugsweise pH 7, verestert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB 0. 1 bis 40 iruMol, vorzugsweise 1 bis 
20 mMol, am bevorzugtesten 0.5 bis 5 mMol, biospezi- 
fische Verbindung in einem Ansatz mit 0.1 bis 40 
mMol, vorzugsweise 1 bis 20 mMol, am bevorzugte- 
sten 0.5 bis 5 mMol, substituiertes Boronsaure-Derivat 
in 5 bis 40 ml polarem Losungsmittel und 0.1 bis 10, 
bevorzugterweise 1 bis 5, Aquivalent Triethylamin 1 
bis 5 Stunden lang inkubiert. wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 1 mMol biospezifische Verbindung in ei- 
nem Ansatz mit 1 mMol substituiertes Boronsaure-De- 
rivat in 20 ml polarem Losungsmittel und 1 Aquivalent 
Triethylamin 5 Stunden lang inkubiert wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB als polares Losungsmittel 
Dimethylformamid verwendet wird. 

20. Verwendung der Boron saure-Derivate nach einem 
der Anspriiche 1 bis 6 als biologisch wirksame Verbin- 
dung, als biochemisch wirksame Verbindung, pharma- 
zeutisch wirksame Verbindung oder als diagnostisch 
wirksame Verbindung. 

21. Verwendung der Boronsaureester-Derivate nach 
einem der Anspriiche 7 bis 14 als biologisch wirksame 
Verbindung, biochemisch wirksame Verbindung, phar- 
mazeutisch wirksame Verbindung oder als diagno- 
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stisch wirksame Verbindung. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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